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RESUMO 
 
Em um delineamento experimental usando o fatorial 3x2, três crioprotetores internos, glicerol (GLI), 
etilenoglicol (EG) e dimetilformamida (DMF), e dois externos, gema de ovo (GEMA) e lipoproteína de 
baixa densidade (LDL), avaliaram-se a motilidade ao descongelamento de GLI-GEMA 53,9±1,96, sendo 
superior aos demais tratamentos (P<0,05). Na avaliação de morfologia ao descongelamento, não houve 
diferença (P>0,05) entre os tratamentos EG-GEMA 68,3±1,58, EG-LDL 72,2±2,39 e DMF-GEMA 
68,7±1,67 que foram mais altos que os demais (P<0,05). A avaliação de integridade de membrana por 
fluorescência ao descongelamento GLI-GEMA 34,2±2,28 e EG-GEMA 30,9±1,32 não diferiram entre si 
(P>0,05), mas foram mais elevados que os demais (P<0,05), enquanto que a HOST dos tratamentos 
DMF-GEMA 13,6±1,30 e DMF-LDL 9,8±0,78 diferirem entre si (P<0,05) e foram mais baixas que as 
demais (P<0,05). O uso de etilenoglicol associado à gema de ovo pode ser uma alternativa ao uso de 
glicerol nos protocolos de congelamento de sêmen de touros. 
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ABSTRACT 
 
The experiment was designed as 3 x 2 factorial design, with three internal cryoprotectants, glycerol 
(GLY), etileneglycol (EG) and dymethilformamide (DMF) and two external, egg yolk (YOLK) and density 
low lipoproteina (LDL). The motility at thawing for GLY-YOLK (53.9±1.96) was higher than other 
treatments (P<0.05). The percentage of cells with normal morphology at thawing was not different 
between EG-YOLK (68.3±1.58), EG-LDL (72.2±2.39) and DMF-YOLK (68.7±1.67), but they were higher 
than the others (P<0.05). The evaluation of membrane integrity through fluorescent probes at thawing 
indicate that GLY-YOLK (34.2±2.28) and EG-YOLK (30.9±1.32) were not different (P>0.05), but were 
higher than the others (P<0.05). The evaluation of membrane integrity through hypoosmotic swelling test 
(HOST) indicate that DMF-YOLK (13.6±1.30) and DMF-LDL (9.8±0.78) were different (P<0.05) and 
lower than the others (P<0.05). The use of ethylene glycol associated to egg yolk can be a viable 
alternative to the use of glycerol in bull semen freezing protocols. 
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INTRODUÇÃO 

 
Na criopreservação da célula espermática, os 
danos sofridos durante o processo de preservação 
é um dos principais assuntos estudados, por 
Alvarenga et al. (2000), Watson (2000) e Ball e 
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Vo (2001). Alternativas ao uso do glicerol em 
protocolos de congelamento de sêmen têm sido 
pesquisadas na maioria das espécies. Nesse 
contexto, o etilenoglicol tem sido usado com 
sucesso em diluentes para sêmen equino e em 
pequena escala para sêmen bovino, apresentando  
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vantagens frente ao glicerol e ao 
dimetilsulfoxido, como foi observado por 
Guthrie et al. (2002). As amidas também já 
foram utilizadas na criopreservação de sêmen 
bovino por Nagase et al. (1972). Recentemente 
as amidas foram adicionadas com bastante êxito 
como crioprotetores em meios de preservação de 
sêmen equino (Medeiros et al., 2002; Squires et 
al., 2004) e também de suínos (Bianchi et al., 
2008), galos (Tselutin et al., 1999) e peixes 
(Ogier de Baulny et al., 1999). 
 
Tradicionalmente o crioprotetor extracelular 
utilizado para sêmen bovino é a gema de ovo, 
cuja função crioprotetora é exercida pela 
lipoproteína de baixa densidade (LDL) presente 
na gema. A LDL purificada já foi utilizada como 
crioprotetor externo em diluentes para sêmen de 
touros (Amirat et al., 2004), suínos (Jiang et al., 
2007) e cães (Varela Junior et al., 2009). A LDL 
interage com as proteínas do plasma seminal, 
prevenindo a interação destas com a membrana 
do espermatozoide (Bergeron e Manjunath, 
2006); além disso, ocorre o influxo dos 
fosfolipídios e colesterol da membrana 
espermática com uma melhor resistência ao 
choque do congelamento (Manjunath e Thérien, 
2002; Bergeron et al., 2004). 
 
Diante do exposto, o presente trabalho teve como 
objetivo avaliar o efeito da criopreservação do 
sêmen de touros utilizando dois crioprotetores 
externos (gema de ovo e a LDL) e três internos 
(glicerol, etilenoglicol e dimetilformamida). 
 
MATERIAL E MÉTODOS 
 
O sêmen utilizado foi proveniente de uma central 
de coleta e produção de sêmen, obtido de sete 
touros das raças Hereford, Aberdeen Angus, Red 
Angus e Red Brangus, mantidos em regime de 
coleta semanal. De cada reprodutor, usaram-se 
sete ejaculados para avaliar a motilidade e o 
vigor espermático por microscopia ótica em 
aumento de 200x. Somente ejaculados com 
motilidade ≥70% e vigor ≥3, de uma escala de  
0 a 5, foram utilizados para congelamento, 
conforme recomendação do Manual de coleta e 
processamento de sêmen (CBRA, 1998). A 
concentração espermática foi obtida por meio de 
espectrofotometria (Accucell photometer
®
, IMV, 
France), sendo o sêmen envasado em palhetas 
médias de 0,5ml (IMV, France), a fim de atingir 
a concentração de 30 x 10
6
 espermatozoides por 
palheta pré-congelamento. A composição básica 
dos diluentes utilizados continha: 5,8% de 
solução estoque de citrato de sódio a  
29,6% e um combinado de antibióticos à  
base de tilosina, gentamicina, lincomicina e 
espectinomicina (Shin et al., 1988). 
 
Seis diluentes foram testados utilizando os 
crioprotetores intracelulares glicerol (G 4094, 
Merck; GLI), dimetilformamida (D4254, Sigma; 
DMF) e etilenoglicol (324558, Sigma; EG) 
combinados com os crioprotetores extracelulares 
gema de ovo (GEMA) e lipoproteína de  
baixa densidade (LDL). As combinações e 
concentrações dos crioprotetores utilizados 
foram: GLI 7% + GEMA 20% (GLI-GEMA); 
DMF 5% + GEMA 20% (DMF-GEMA); EG 7% 
+ GEMA 20% (EG-GEMA); GLI 7% + LDL 8% 
(GLI-LDL); DMF 5% + LDL 8% (DMF-LDL); 
EG 7% + LDL 8% (EG-LDL). Para cada 
tratamento foram congeladas 10 palhetas. 
 
O método usado para extração do LDL foi o 
descrito por Moussa et al. (2002), com o qual se 
obtém pureza de 97%. Após o envase, o sêmen 
foi submetido à curva de resfriamento a 10°C por 
60min e posteriormente a 5ºC por mais 60min, 
seguida de congelamento em sistema automático 
de congelamento e armazenamento em 
nitrogênio líquido (-196°C). 
 
O descongelamento das palhetas foi realizado  
em banho-maria a 37°C durante 30s. A avaliação 
da motilidade espermática foi realizada quando a 
curva de congelamento atingiu 5°C e após  
o descongelamento das palhetas, mediante 
microscopia ótica em aumento de 200x (Bearden 
e Fuquay, 1997). Para isso, foi incubada durante 
10min em banho-maria a 37°C. Na avaliação da 
morfologia espermática após o descongelamento, 
mediante avaliação de 200 células, utilizou-se 
microscópio de contraste de fases (CBRA, 1998). 
Após o descongelamento também foi avaliada a 
integridade de membrana plasmática, por meio 
de fluorescência e de choque hiposmótico 
(HOST). A avaliação de integridade da 
membrana plasmática por fluorescência foi 
realizada por meio de sondas de diacetato de 
carboxifluoresceína (CFDA; C5041) e iodeto de 
propídio (PI; P4170) (Harrison e Vickers, 1990). 
Foi feita em microscópio de epifluorescência 
(Olympus BX 51, América Inc., Sapporo, Japan) 
através de excitação em filtro WU sob aumento 
de 400x. Foram avaliados 100 espermatozoides 
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em uma mesma lâmina e classificados conforme 
sua coloração, em íntegros espermatozoides 
corados em verde em toda sua extensão e lesados 
espermatozoides corados em vermelho. A 
integridade funcional da membrana espermática 
avaliada pelo HOST seguiu as recomendações de 
Vasquez et al. (1997). A Foi feita utilizando-se 
câmara de Neubauer e microscopia óptica com 
contraste de fases em aumento de 400x, 
procedendo-se à leitura de 100 células e 
registrando o número  
de células que apresentavam cauda do 
espermatozoide normal em relação àquelas com 
cauda dobrada ou enrolada. O valor que foi 
utilizado para análise correspondeu à diferença 
obtida entre o número de espermatozoides com 
cauda dobrada e enrolada observadas no  
teste realizado com a solução hiposmótica 
(0mOsm/kg) e isosmótica (312mOsm/kg). 
 
A análise estatística seguiu um delineamento 
fatorial 3 x 2, representando as combinações dos 
crioprotetores intracelulares GLI, DMF e EG, e 
extracelulares GEMA e LDL. As variáveis 
dependentes consideradas foram: motilidade a 
5°C e ao descongelamento, espermatozoides  
com morfologia normal ao descongelamento e 
espermatozoides com membrana íntegra no 
descongelamento, no teste da fluorescência e no 
HOST. Usou-se o least significant difference 
(LSD) para comparação de médias, empregando 
o procedimento GLM do SAS (Statistical..., 
1999). 
 
RESULTADOS 
 
Os resultados das avaliações espermáticas 
encontram-se na Tab. 1. Na avaliação pré-
congelamento a 5°C, os tratamentos GLI-GEMA 
e EG-LDL permaneceram com motilidade acima 
de 70% acima dos demais tratamentos (P<0,05). 
No entanto, após o descongelamento, GLI-
GEMA permaneceu alto em relação aos  
demais (P<0,05), enquanto os tratamentos que 
incluíram o etilenoglicol, independentemente da 
combinação EG-GEMA ou EG-LDL, não 
diferiram entre si (P>0,05). Mesmo que a 
motilidade após o descongelamento seja 
considerada satisfatória para o tratamento GLI-
LDL, ela foi diferente (P<0,05) da combinação 
do GLI-GEMA. Os tratamentos que  
incluíram DMF com GEMA ou com LDL 
tiveram os piores resultados de motilidade  
após o descongelamento, ficando abaixo da 
recomendação mínima de 30% sugerida pelo 
CBRA (1998), não sendo diferentes entre si 
(P>0,05). 
 
Tabela 1. Características espermáticas pré e pós-descongelamento (média±SEM) de sêmen de touro de 
acordo com os tratamentos utilizados 
Parâmetros 
GLI- 
GEMA 
DMF- 
GEMA 
GLI- 
LDL 
DMF- 
LDL 
EG- 
GEMA 
EG- 
LDL 
Motilidade a 5°C, % 70,4±0,38a 65,7±1,17c 57,4±2,59e 60,9±2,15d 67,5±0,63b 70,0±1,03a 
Motilidade após o 
descongelamento, % 
53,9±1,96a 9,6±1,15d 37,6±3,36c 10,7±1,33d 45,7±2,27b 45,4±3,24b 
Morfologia normal após 
o descongelamento, % 
51,7±1,86c 68,7±1,67a 59,5±3,27b 63,2±3,59b 68,3±1,58a 72,2±2,39a 
Integridade de 
membrana plasmática 
baseada em 
fluorescência após o 
descongelamento, % 
34,2±2,28a 4,6±0,62c 25,7±2,41b 6,1±0,80c 30,9±1,32a 21,4±2,58b 
Integridade de 
membrana após o 
descongelamento na 
avaliação HOST, % 
19,0±1,26a 13,6±1,30b 18,1±1,57a 9,8±0,78c 20,6±1,07a 20,7±1,25a 
Valores seguidos por letras distintas na linha diferem entre si (P<0,05). 
 
Na avaliação do percentual de espermatozoides 
com morfologia normal após o descongelamento, 
os tratamentos com a inclusão do etilenoglicol 
EG-GEMA e EG-LDL, além do tratamento 
DMF-GEMA, não diferiram entre si (P>0,05), 
mas foram melhores que os demais (P<0,05). A 
combinação GLI-GEMA foi a de pior resultado 
relacionado à morfologia normal 51,7±1,86. 
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Os tratamentos GLI-GEMA e EG-GEMA  
foram os que proporcionaram os melhores 
resultados de membranas plasmáticas íntegras no 
descongelamento avaliadas por meio de sondas 
fluorescentes, sendo superiores aos demais 
(P<0,05). Os tratamentos GLI-LDL e EG-LDL 
não diferiram entre si (P>0,05). Semelhante ao 
observado na avaliação da motilidade após o 
descongelamento, os piores resultados de 
integridade de membrana plasmática ocorreram 
nos tratamentos DMF-GEMA e DMF-LDL. 
 
A avaliação da integridade de membrana 
espermática por meio do HOST mostrou não 
haver diferença (P>0,05) entre os tratamentos 
que incluíram glicerol GLI-GEMA e GLI-LDL 
em relação àqueles que incluíram EG-GEMA e 
EG-LDL, enquanto o percentual de membranas 
íntegras no HOST para os tratamentos DMF-
GEMA e DMF-LDL, além de diferirem entre si 
(P<0,05), também foram os resultados mais 
baixos (P<0,05). 
 
DISCUSSÃO 
 
O maior percentual de motilidade espermática 
após o descongelamento foi obtido  
na combinação GLI-GEMA, porém esse  
tratamento apresentou alto percentual de 
patologia espermática, especialmente quando 
comparado aos tratamentos que utilizaram 
etilenoglicol e com a combinação DMF-GEMA. 
Sabidamente o glicerol pode causar danos à 
morfologia espermática (Watson, 2000). Assim, 
considerando as recomendações do CBRA 
(Manual, 1998) e a combinação das avaliações 
de motilidade e morfologia, os tratamentos EG-
GEMA e EG-LDL estariam de acordo com 
recomendação brasileira, pois teriam motilidade 
acima de 30% e, no máximo, 30% de patologias. 
No entanto, quando a integridade da membrana 
plasmática dos espermatozoides foi considerada, 
as combinações que resultaram em melhores 
resultados foram GLI-GEMA e EG-GEMA, 
apresentando uma relação interessante com a 
avaliação de motilidade, já demonstrado por 
Bianchi et al. (2008). 
 
A criopreservação do sêmen de qualquer  
espécie implica perda da qualidade seminal 
(Watson, 2000; Yoshida, 2000) em razão dos 
danos provocados nas membranas celulares 
(Maxwell e Johnson, 1997). A integridade 
estrutural e funcional das membranas é,  
portanto, fundamental para a viabilidade do 
espermatozoide. O glicerol e a gema de ovo  
são amplamente utilizados nos protocolos de 
congelamento de sêmen de touro (De Leeuw et 
al., 1993; Ollero et al., 1998; Wall and Foote, 
1999; Moussa et al., 2002; Amirat et al., 2004). 
A ação crioprotetora da gema de ovo é atribuída 
à fração LDL, em que vários estudos têm 
demonstrado que a LDL pode aumentar a 
resistência espermática contra o choque térmico, 
melhorar a motilidade, a integridade do 
acrossoma e da membrana plasmática (Graham e 
Foote, 1987; Demaniowicz e Strzezek, 1996; 
Moussa et al., 2002). Trabalhos com LDL na 
composição de diluentes para sêmen foram 
realizados em diferentes espécies. A substituição 
da gema de ovo por LDL foi benéfica para a 
manutenção da qualidade espermática em sêmen 
de cães quando preservado à temperatura de 
refrigeração a 5°C ou congelado (Varela Junior 
et al., 2009), bem como de sêmen refrigerado 
(Demaniowicz e Strzezek, 1996) e sêmen 
congelado de suínos (Hu et al., 2006). 
 
O uso da LDL em substituição à gema não 
contribuiu para melhora dos parâmetros de 
qualidade espermática ao descongelamento. As 
implicações da relação dos crioprotetores  
com a complexidade estrutural da membrana 
espermática, bem como a etapa durante o 
processo de congelamento que mais altera a 
dinâmica estrutural da membrana, e como os 
componentes crioprotetores interagem com esta, 
ainda não estão bem esclarecidos, o que dificulta 
a adoção de medidas com o objetivo de melhor 
proteger a membrana durante o processo de 
criopreservação (Parks e Graham, 1992). Dessa 
forma, o percentual de inclusão de LDL neste 
trabalho talvez tenha sido insuficiente para 
promover os benefícios que foram obtidos em 
outros trabalhos (Manjunath et al., 2002; Anton 
et al., 2003; Bergeron et al., 2004). 
 
Desde a descoberta por Polge et al. (1949) do 
efeito crioprotetor do glicerol, ele tornou-se o 
crioprotetor intracelular mais utilizado na 
criopreservação de sêmen bovino. A tentativa, 
neste trabalho, de substituição do glicerol por 
dimetilformamida não foi efetiva, tendo em vista 
os baixos resultados obtidos na avaliação de 
motilidade e integridade de membrana do sêmen 
descongelado, tanto no tratamento DMF-GEMA 
como DMF-LDL. A menor viscosidade e maior 
permeabilidade de membrana das amidas (Ball e 
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Vo, 2001) pode ter ocasionado maior estresse 
osmótico na célula espermática, prejudicando a 
qualidade seminal ao descongelamento. Já o uso 
do etilenoglicol combinado especialmente com a 
gema de ovo (EG-GEMA) parece ser uma 
alternativa interessante ao uso de GLI-GEMA, 
pois possibilitou os maiores percentuais de 
espermatozoides com morfologia normal e 
integridade de membrana plasmática dos 
espermatozoides, tanto na avaliação por 
fluorescência como pelo HOST. 
 
CONCLUSÃO 
 
O uso da combinação EG-GEMA pode ser 
utilizada com eficiência na criopreservação de 
sêmen de touros, enquanto que o uso de 
dimetilformamida e LDL não promoveu melhora 
na qualidade seminal. 
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